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‘’É mais fácil obter o que se deseja com um 
sorriso do que à ponta da espada’’ 
 
 
(Willian Shakespeare) 
  
RESUMO 
 
 
A Catepsina K (CTSK) é uma protease cisteína secretada por 
osteoclastos, diretamente envolvida no processo de reabsorção óssea. O 
objetivo deste estudo foi avaliar expressão de CTSK em Cistos 
Radiculares (CR), verificando a influência do processo inflamatório na 
sua expressão. Para as reações imunoistoquímicas com o anticorpo anti-
CTKS (Santa Cruz) foram utilizados 29 casos de CR. A expressão da 
CTSK foi avaliada pela média percentual da área positiva em imagens 
digitalizadas em microscópico de luz com magnitude de 400X, 
utilizando o software NIH ImageJ 1.45q (National Institutes of Health, 
Maryland, USA). Para cada caso foram obtidas 5 imagens de áreas 
inflamadas (inflamação de moderada a intensa) e 5 imagens de áreas 
livres de inflamação (ou com inflamação mínima). Os resultados foram 
expressos em mediana. A avaliação estatística dos resultados foi 
realizada pelo teste Mann-Whitney, sendo considerado P ≤ 0,05 para 
diferenças estatisticamente significantes. Os valores de CTSK foram 
menores (P=0.04) em áreas inflamadas (14) em comparação com as 
áreas não inflamadas (22). Nossos resultados sugerem que a reabsorção 
óssea mediada pela CTSK independe da presença de processo 
inflamatório na cápsula de CR.  
 
Palavras-chave: Catepsina K. Cisto Radicular. Processo inflamatório. 
Reabsorção óssea 
 
  
ABSTRACT 
 
 
Cathepsin K (CTSK) is a cysteine protease expressed by osteoclasts, and 
is directly involved in the bone resorption mechanism. The aim of this 
study was to evaluate the expression of CTSK in radicular cysts (RC), 
and to verify the influence of the inflamatory process in its expression. 
For immunohistochemistry reaction with antibody anti-CTSK (Santa 
Cruz), 29 RC cases were selected. The expression of CTSK was 
evaluated by the average percentage of the positive area using digital 
images captured by a light microscope in magnification of 400x and 
utilizing the software ImageJ 1.45q (National Institutes of Health, 
Maryland, USA). For each case were obtained 5 images of inflamed 
areas (moderate or severe inflammation) and 5 images of non-inflamed 
areas (or minimal inflammation). The results were expressed in median. 
The statistic evaluation was performed by the Mann-Whitney test, 
considering p ≤ 0,05 to statiscally significant differences. The values of 
CTSK were lower (p=0.04) in inflamed areas (14) comparing to non-
inflamed areas (22). Our results suggest that the CTSK mediated bone 
resorption is independent of the inflammatory process in the RC 
capsule. 
 
 
Keywords: Cathepsin K. Radicular cyst. Bone resorption. Inflammatory 
process
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 
 
1.1 Cistos Radiculares 
 
 
Periapicopatias caracterizam-se pela inflamação e destruição 
dos tecidos perirradiculares, são classificadas como abscesso periapical, 
granuloma periapical ou cisto radicular (CR), e ocorrem após infecção 
de origem endodôntica com a saída das bactérias pelo ápice radicular, A 
prevalência de CR varia de 6% a 55% dentre as lesões periapicais 
(NAIR et al., 1996). Após a chegada das bactérias ao periápice, os 
mecanismos imuno-inflamatórios são estimulados, liberando mediadores 
inflamatórios, citocinas e fatores de crescimento. Estudos mostram que a 
Prostraglandina E2 (PGE2) (MEGHJI et al., 1996), Interleucina 1 (IL-1) 
(BARKHORDAR et al., 1992), Interleucina-6 (IL-6) (BARKHORDAR 
et al., 1999), fator de necrose tumoral (TNF) (DANIN et al., 2000) e 
fatores de crescimento epidérmico (EGF) (THESLEFF, 1987) podem 
estimular a proliferação dos restos epiteliais de Malassez, que serve 
como uma fonte de epitélio que reveste a cavidade cística.  
 Histologicamente, os CRs são compostos por uma cápsula de 
tecido conjuntivo fibroso que pode apresentar diferentes graus de 
infiltrado inflamatório predominantementee crônico, revestido por um 
epitélio pavimentoso estratificado. A luz destes cistos pode apresentar 
exsudato inflamatório, colônias de bactérias e fendas de colesterol. As 
células inflamatórias mais presentes nos CRs são linfócitos, neutrófilos, 
plasmócitos e macrófagos(NAIR, 2004) (Figura 1).  Radiograficamente  
CRs apresentam-se como uma radiotransparência arredondada bem 
delimitada e com osteogênese reacional, associada ao ápice radicular de 
dentes desvitalizados (NEVILLE, 2002) (Figura 2). Os CRs são 
classificados em duas classes diferentes, o cisto verdadeiro, uma 
cavidade completamente fechada revestida por epitélio, sem 
comunicação com o canal radicular, e o cisto pocket ou cisto baía, o qual 
representa uma cavidade revestida por epitélio, mas com comunicação 
com o canal radicular.(SIMON, 1980)  
 O desenvolvimento dos cistos verdadeiros ocorre em três 
etapas: na primeira, ocorre a proliferação de tecido epitelial derivado 
dos restos epiteliais de Malassez, provavelmente pelo estímulo de 
fatores de crescimento liberados pelas células do processo inflamatório. 
Na segunda etapa se forma uma cavidade revestida por epitélio. Existem 
atualmente duas principais teorias para a formação desta cavidade: a 
primeira é a teoria da deficiência nutricional, que supõe que as células 
16 
 
centrais do tecido epitelial, por estarem longe de sua fonte de nutrição, 
sofrem processo de necrose e atraem neutrófilos, formando 
microcavidades que coalescem resultando na cavidade cística, revestida 
por um epitélio pavimentoso estratificado; a outra teoria é a teoria do 
abscesso, que postula que o epitélio em proliferação reveste um 
abscesso formado pela necrose e lise tecidual, devido à natureza das 
células epiteliais de revestir superfícies de tecido conjuntivo expostas. 
Na terceira etapa ocorre o crescimento do cisto, cujo mecanismo ainda 
não está bem estabelecido na literatura. (NAIR, 2004) 
Já o cisto pocket provavelmente se desenvolve a partir do 
acúmulo de neutrófilos em resposta ao acumulo de bactérias ao redor do 
forame apical, assim, o epitélio proliferado reveste os micro-abscessos 
resultantes, formando um cordão epitelial em contato com o ápice 
radicular.(NAIR, 2004)  
 O crescimento dos cistos radiculares está também associado a 
um processo de reabsorção do osso alveolar que circunda o periápice, 
onde diversas citocinas como IL-1, TNF, IL-6 e IL-11 mediam este 
processo e também relacionado às moléculas: receptor ativador do fator 
de kappa nuclear B (RANK), ligante do receptor ativador do fator de 
kappa nuclear B (RANKL) e osteoprotogerina (OPG) que têm grande 
importância na regulagem do metabolismo ósseo. (BOYCE; XING, 
2008)  
17 
 
 
 
Figura 1 – Imagem histológica de Cisto Radicular: cápsula de tecido 
conjuntivo fibroso (1) revestido por epitélio pavimentoso estratificado (2), 
células inflamatórias e fendas de colesterol no lúmen da lesão (3). 
Coloração Hematoxilina e Eosina, no aumento de 200x. 
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Figura 2 – Imagem radiográfica de CR. Lesão radiolúcida unilocular bem 
delimitada com osteogênese reacional, associada ao ápice do elemento 
dental. 
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1.2 Reabsorção Óssea e a Catepsina K 
 
O principal mecanismo que regula a reabsorção óssea é o 
sistema RANK/RANKL/OPG, iniciando-se com a expressão de 
RANKL pelas células do estroma, que ligam no receptor RANK das 
células pré-osteoclásticas, possibilitando sua diferenciação em 
osteoclastos. A expressão de OPG inibe o processo de reabsorção, pois 
compete com RANKL pelo mesmo receptor RANK, porém quando se 
liga a este receptor, inibe a diferenciação das células pré-osteoclásticas 
em osteoclastos. (KHOSLA, 2001). Uma vez diferenciado, o osteoclasto 
libera proteases responsáveis pela degradação da matriz óssea (SAFTIG 
et al., 1998). Estas proteases tem um papel importante no metabolismo 
ósseo e estão envolvidas no desenvolvimento dos cistos 
radiculares(MENEZES et al., 2008). Dentre as proteases, a Catepsina K 
(CTSK) é uma das princiapais envolvidas no processo de reabsorção 
óssea. (LITTLEWOOD-EVANS et al., 1997) (Figura 3). 
 A CTSK, da família das cisteínas, participa do processo de 
reabsorção, degradando principalmente colágeno tipo I (ZHAO et al., 
2009). Antigamente acreditava-se que ela era expressa somente por 
osteoclastos, porém, em estudos mais recentes, foi observado a 
expressão da mesma em outras células e tecidos, como macrófagos, 
células dendríticas derivadas da medula óssea, células do coração, 
pulmão, músculo esquelético, cólon, ovário e placenta (WEN et al., 
2016). Saftig et al. (1998), pesquisaram, em modelo animal, osteoclastos 
deficientes em CTSK, e observaram alterações estruturais nos 
osteoclastos e uma deficiência no processo de reabsorção óssea.  
 A doença autossômica picnodisostose, relacionada a várias 
desordens ósseas como osteosclerose, suturas cranianas separadas e 
óssos frágeis está ligada com uma mutação no gene da CTSK. As 
características desta mutação em conjunto com o achado da CTSK em 
células de outros tecidos, sugerem que ela pode constituir outras funções 
além de degradação das proteínas da matriz óssea (ZHAO et al., 2009). 
 A expressão de CTSK foi também observada por Beklen et al. 
(2015), em uma pesquisa de pacientes com doença periodontal. 
Fibroblastos, macrófagos e células do epitélio gengival apresentaram 
marcação positiva para CTSK, e um aumento significante da expressão 
em relação ao grupo controle, reforçando o fato de que a CTSK não é 
expressa unicamente por osteoclastos. Um aumento na sua expressão 
também foi observado em lesões como tumores orais e maxilofaciais, 
periapicopatias, reabsorção fisiológica e patológica da raiz, peri-
implantite e nos tratamentos ortodônticos, participando do processo de 
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remodelação óssea, demonstrando a sua presença em células da polpa, 
do ligamento periodontal, odontoclastos e odontoblastos (WEN et al., 
2016). Sua expressão também foi marcante em lesões malignas, como 
no Melanoma, (QUINTANILLA-DIECK et al., 2008) Carcinoma 
Basocelular (ISHIDA et al., 2013), Câncer de mama(KLEER et al., 
2008) e Carcinoma epidermóide em região de língua (BITU et al., 
2013), assim como em linfonodos metastáticos (LEUSINK et al., 2018), 
 Vários focos terapêuticos relacionados a CTSK vem sendo 
buscados em pesquisas, o medicamento Odanacatib, um inbidor da 
expressão da Catepsina K mostrou-se eficiente no tratamento para 
osteoporose em humanos (DUONG LE et al., 2016) e também 
demonstrou reduzir a perda óssea e inflamação causadas pela doença 
periodontal em modelo animal(HAO et al., 2015). Com relação a lesões 
periapicais, observou-se que a utilização de inibidores específicos de 
CTSK foi eficiente na redução do tamanho das lesões, da expressão de 
citocinas pró-inflamatórias, da quantidade de células inflamatórias e da 
destruição óssea associada a lesão(GAO et al., 2013); (SUZUKI et al., 
2015) 
 Existem poucos estudos sobre o papel da CTSK em cistos 
radiculares, sendo assim o objetivo deste trabalho foi tentar 
compreender um pouco mais sobre a sua função, buscando uma relação 
entre a sua expressão e a intensidade do processo inflamatório presente 
na cápsula dos CR. 
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Figura 3 – Reabsorção óssea pela Catepsina K 
Fonte: www.elportaldelasalud.com/picnodisostosis (2007). 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Avaliar a expressão de CTSK em CRs e relacionar com a 
intensidade do processo inflamatório presente na cápsula cística. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
  Verificar a expressão da catepsina K em cistos radiculares. 
  Quantificar e relacionar a expressão da catepsina K com a 
intensidade do processo inflamatório em diferentes áreas das 
lesões císticas. 
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3 ARTIGO 
ABSTRACT 
 
Cathepsin K (CTSK) is a cysteine protease expressed by osteoclasts, and 
is directly involved in the bone resorption mechanism. The aim of this 
study was to evaluate the expression of CTSK in radicular cysts (RC), 
and to verify the influence of the inflamatory process in its expression. 
For immunohistochemistry reaction with antibody anti-CTSK (Santa 
Cruz), 29 RC cases were selected. The expression of CTSK was 
evaluated by the average percentage of the positive area using digital 
images captured by a light microscope in magnification of 400x and 
utilizing the software ImageJ 1.45q (National Institutes of Health, 
Maryland, USA). For each case were obtained 5 images of inflamed 
areas (moderate or severe inflammation) and 5 images of non-inflamed 
areas (or minimal inflammation). The results were expressed in median. 
The statistic evaluation was performed by the Mann-Whitney test, 
considering p ≤ 0,05 to statiscally significant differences. The values of 
CTSK were lower (p=0.04) in inflamed areas (14) comparing to non-
inflamed areas (22). Our results suggest that the CTSK mediated bone 
resorption is independent of the inflammatory process in the RC 
capsule. 
 
 
Keywords: Cathepsin K. Radicular cyst. Bone resorption. Inflammatory 
process 
 
3.1 Introduction  
Inflammatory processes in the periapical tissues is usually 
associated with bacterial infection and necrosis of the dental pulp, which 
results in an osteolytic lesions of the jaw: the radicular cysts (RC) 
(NARAYANAN; VAISHNAVI, 2010). Histologically, the RC is 
composed by a conjunctive tissue capsule, lined by epithelium, which 
usually derives from the epithelial rests of Malassez, the RC represents 
6% to 55% of radiolucent lesions on the periapex (NAIR et al., 1996). 
Bone resorption is a common feature in these observed lesions 
and involve a complex  combination of  immunologic  mechanisms, 
which may aim primarily to protect the periapical  region. However this 
process also results in the distruction of the periapical  tissue. 
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(STASHENKO et al., 1998). The bone resorption process initiated by 
the proliferation of immature osteoclast precursors, which express 
essential molecules that promote the osteoclastogenesis (BOYCE; 
XING, 2008). 
 Cathepsin K (CTSK), a member of the cysteine proteases, is 
considered specifically expressed in osteoclasts and critical for the 
osteoclast-mediated bone resorption, however this protease was found 
also expressed in other cells and tissue,  involved in extracellular matrix 
remodeling in organs and tumors (SAFTIG et al., 2000). There is a 
direct relation between CTSK and the bone resorption process, 
degrading proteins, especially type I collagen. CTSK is considered as an 
important therapeutic target for bone loss in many bone diseases and 
may represent a new target for treatment of periapical diseases(WEN et 
al., 2016). 
Up to date, few studies have investigated the participation of 
CTSK in RC. For the purpose of contribute to better understanding the 
stabilization or progression of RC, the objective of this study is to verify 
the expression of CTSK in RC and the influence of the inflammatory 
process on its expression. 
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3.2 Material and methods  
 
3.2.1 Sample Selection 
This study was approved by the Ethics Committee in Human 
Research of the authors’ institution (approval number 1055/10). 
Twenty-nine formalin-fixed, paraffin-embedded tissue specimens of 
periapical cysts cases were selected from the files of oral pathology 
laboratory at Federal University of Santa Catarina (UFSC). It was 
considered inclusion criterion, the presence of entire epithelial lining in 
at least 1/2 of the cystic lesion 
 
3.2.2 Immunohistochemistry 
Immunohistochemical reaction was performed using a standard 
streptavidin-biotin protocol. Sections of 3mm were obtained from 
routinely processed paraffin-embedded blocks and mounted on 3-
aminopropyltriethoxysilane histological slides (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, Missouri, USA). They were deparaffinized and hydrated sections 
were immersed in 3% H2O2 in methanol to inhibit endogenous 
peroxidase activity. For antigen retrieval, the sections were boiled in 
0.01 M citrate buffer (pH 6.0) for 45 min at 96o C. The sections were 
incubated overnight with a 1:1000 dilution of a primary antibody against 
Cathepsin K (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz CA). Slides were rinsed in 
wash buffer and incubated for 30 minutes with peroxidase-labeled 
polymer conjugated to goat anti-mouse immunoglobulins 
(EnVision/HRP, Dako). Diaminobenzidine (Biocare, Concord, CA, 
USA) was used as a chromogen, and the sections were counterstained 
with Harris’s hematoxylin. A negative control for each case was 
obtained by omitting the primary antibody. Bone marrow was used as a 
positive control. 
  
3.2.3 Immunohistochemical Analysis 
The immunohistochemical analysis was performed using NIH ImageJ 
1.45q software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) to 
examine images captured with a camera (Cannon A620, Beijing, China) 
attached to a light microscope (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany) at 400x magnification. 
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CTSK immunoreactivity was evaluated in the capsule/connective tissue 
of RC, immediately adjacent to epithelial lining. For each sample, ten 
fields were selected and separated into: five fields in areas of the capsule 
with mild inflammation or without the presence of inflammatory cells 
and the adjacent epithelium of the cyst do not present modifications due 
to the inflammatory process, characterizing the group ‘’non-inflamed 
areas (NIA)’’ and five fields with evident presence of inflammatory 
cells and the epithelium reactive due to the inflammatory process, 
characterizing the group ‘’inflamed areas (IA)’’. To analyze the 
expression on cysts capsule, after selecting the groups, the epitelium was 
removed from the image using the ImageJ tools.  
Immunostaining score was defined through the mean 
percentage of the demarcated area (positive pixels: areas of 
diaminobenzidine staining) related to the total area in 29 samples of 
radicular cysts, separated into NIA an IA. Mann-Whitney test was 
applied to compare the groups and the results were represented as the 
mean percentages of stained cells/stained area ± the mean standard 
deviation. A P value < 0.05 indicated statistically significant data. 
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3.3 Results 
 
In RC, expression of CTSK-positive cells was present in all the 
cases and was localized in stromal fibroblast-like cells, macrophage-like 
cells and vascular endothelial cells (Figure 1).  CTSK-positive cells 
were intense throughout in the fibroblasts in the connective tissue below 
the epithelial lining, but only a few cells in the inflammatory infiltrate 
are marked. Epithelial immunoexpression was almost absent. (Figure 2). 
CTSK expression was higher (P=0.04) in NIA (22) comparing to IA 
(14). (Graphic 1 and Figure 2) 
 
 
 
Graphic 1: Expression of Cathepsin K in inflamed (14) and non-inflamed área 
(22) (p = 0.04) 
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Figure 1 – Positive cells for CTSK: Endothelial cells (arrow), Fibroblast 
(arrowhead) and Macrophage (asterisk). 
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Figure 2 – Cathepsin K expression.: A and B - Inflamed Areas, with several 
inflammation; C and D - Non-Inflamed Areas. Optical microscope 
(Diaminobenzidine 400x). 
30 
 
3.4 Discussion 
 
RC has osteolytic activity, and may progress to larger sizes if 
not treated, so it’s important to better understand the resorption 
mechanism. Since RC has an inflammatory origin, our study is one of 
the firsts to connect the expression of CTSK to inflammatory infiltrate. 
 In this study, expression of CTSK was high in the connective 
tissue bellow de epithelium lining, especially in fibroblasts, 
macrophages and endothelial vascular cells. These results corroborate 
with other studies in the literature (PLATT et al., 2007); (BEKLEN et 
al., 2015), but on the other hand, Santos et al described a higher 
expression of CTSK in the presence of inflammatory infiltrate. This 
authors also observed a high expression in the epithelium (more than 
76% of positive cells for CTSK in most of the cases) (SANTOS et al., 
2017) which differs from our results in which the epithelial 
imunoexpression was almost absent. 
 Rong and Armada evaluated the expression of others bone 
resorption related proteins in periapical affected teeth, and observed a 
higher expression of RANKL in lesions with intense inflammatory 
infiltrate, suggesting that inflammation cells are related to the RANKL 
expression.(FAN et al., 2011); (ARMADA et al., 2015) In our study, 
CTSK expression was higher in non-inflamed areas of RC, and marked 
mostly fibroblasts, endothelial cells and macrophages, and only a few 
inflammatory cells were positive. Because of this, we can suppose that 
this cells are not directly involved in CTSK expression. 
CTSK has been a target for several studies, specially due to its 
therapeutic potential, Liagn Hao et al. (2015) studied the effect of a 
CTSK inhibitor in periodontitis mouse model, which resulted in a 
reduction of bone loss and immune response (HAO et al., 2015). B. Gao 
et al. (2013) silenced CTSK expression in mouse with periapical lesions 
and observed a reduction of the periapical lesion size accompanied with 
a decression of mononuclear leukocyte infiltration and inflammatory 
cytokines (GAO et al., 2013b). Although, the role of CTSK and its 
relation with the inflammatory infiltrate is still unclear, more studies are 
needed to comprehend it. 
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3.5 Conclusion 
 
Our results suggest that CTSK is involved in the osteolytic 
activity by the RC growth, and the inflammatory process is not related 
to the increase of its expression, however more studies are needed to 
comprehend the relation between the inflammation and CTSK 
expression. 
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